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求愛条件付けを用いた実験によって lingerer および orb2 変異が行動レベルで遺


















 さらに、ショウジョウバエ由来の培養細胞である S2 細胞を用いた共免疫沈降
実験によって、Orb2 タンパク質と Lingerer タンパク質が複合体を形成するかを
調べた。また、各タンパク質を認識する抗体を用いた免疫染色によって、野生型









も orb2 変異ホモ接合体と同様の結果が得られた。一方、lingerer 変異については
ホモ接合体、ヘテロ接合体オスのどちらも「学習」「長期記憶」は正常であった。
ところが、orb2 変異ヘテロ接合体に 1 コピーの lingerer 変異を持たせたオス（二
重ヘテロ接合体）では、「長期記憶」の低下が救済され、正常となった。この結
果は、lingerer と orb2 の遺伝的相互作用を示している。そこで、長期記憶形成に
おいて Lingerer タンパク質が Orb2 タンパク質と相互作用する可能性を検討した。 
共免疫沈降実験の結果、Lingerer タンパク質が Orb2 と共沈降すること、すな
わち細胞内において Lingerer タンパク質と Orb2 タンパク質が同一の複合体に含
まれることがわかった。さらに、野生型成虫オスの脳の免疫染色の結果、
Lingerer タンパク質と Orb2 タンパク質はどちらも脳内の多数の細胞で発現して
おり、特に細胞体の細胞質において顕著な共発現が見られた。 
Orb2 タンパク質は、翻訳調節因子として知られる細胞内ポリアデニル化配列





体化するとされる（Majumdar et al., 2012）。活性型 Orb2 タンパク質は RNA 認識
モチーフを介して結合している mRNA の翻訳抑制を解除し、そこで新たに合成
されたタンパク質によってシナプス構造、機能の永続的な変化が起き、長期記憶






Lingerer タンパク質が Orb2 タンパク質による長期記憶形成過程をどのようにし
て抑制しているのかを調べることが重要と考えている。さらに、Lingerer とタン
パク質レベルおよび表現型レベルで相互作用を示すことが報告されている orb、


























動異常の原因遺伝子として同定された lingerer (lig) 遺伝子に着目した。具体的に
は、Lig タンパク質の記憶形成における役割と、既に記憶形成に必要であると知



























が分離されてきた（Yokokura et al., 1995; Suzuki et al., 1997; Baba et al., 1999; 
Nakano et al., 2001）[5-8]。 
 lig 突然変異体は、性行動のステップのうち、オスの交尾行動に異常が見られ





















交尾の前ステップである交尾試行 （attempted copulation） までは行うが、ほと
んどの場合、交尾には至らない。このように、オスが正常に交尾を開始しなくな
るという表現型は、無交尾表現型 （noncopulating phenotype） と呼ばれている

















 lig 遺伝子は第 2 染色体 44Ａ領域にマップされ、選択的スプライシングにより、
3 タイプの転写産物（タイプ 1～3）を生じる（図 1B）。タイプ 1 の転写産物は




た、3’末端側においても選択的スプライシングにより、タイプ 1 およびタイプ 3
の転写産物は同じ構造を有するのに対し、タイプ 2 の転写産物は翻訳領域をも含
み、その 3’末端側領域は他タイプの転写産物とは異なっている。そして、これ
ら 3 タイプの転写産物からは、2 種類の Lig タンパク質が生じる。タイプ 1 およ
びタイプ 3 の転写産物は 5’末端側非翻訳領域が異なってはいるが、これら 2 つ
の転写産物からはいずれも Lig-A タンパク質が産生される。一方で、3’末端側領
域が異なるタイプ 2 の転写産物からは Lig-B タンパク質が産生される。このうち、
Lig-A タンパク質はオスメス両性で発現が認められるが、Lig-B タンパク質はオ
ス特異的に発現が認められる。 
ligP変異体では、第 1 エキソンと第 2 エキソンの間にトランスポゾン P 因子が
挿入されており、タイプ 3 の転写産物はその影響を受けないのに対し、タイプ 1
の転写産物の発現は阻害される（図 1B）。発現する Lig-A タンパク質のほとんど
がタイプ 1 の転写産物由来であるため、結果として Lig-A タンパク質が減少する
と考えられている。実際に ligPホモ接合体では Lig-A タンパク質が有意に減少し
ており、ligP ホモ接合体のオスで見られるスタック表現型は、Lig-A タンパク質
の量的減少が原因であることが示唆されている（Kuniyoshi et al., 2002）[9]。一
方で Lig-B タンパク質については、P 因子が挿入されてもタイプ 2 の転写産物の
発現は阻害されないため、ligP 変異体においても mRNA の発現が確認されてい






1 つは、Ｎ末端側に存在する UBA ドメイン（ubiquitin-associated/translational 








ている。small bristle 遺伝子によりコードされている NXF1 （nuclear export factor 
1）タンパク質においては、Ｃ末端側に位置する UBA-like ドメインが核膜上のヌ
クレオポリン（nucleoporin）との結合に必要であり、この結合を介して mRNA
が核外へ輸送されることが知られている（Herold et al., 2001; Wilkie et al., 2001）
[11,12]。しかしながら現段階において、Lig タンパク質の機能に UBA ドメイン
がどのように寄与しているかは明らかにされていない。 
もう 1 つは、RGG ボックスと類似性を示すアルギニン／グリシンのリッチ領
域（RGG box-like Arginine/Glycine rich region）である。この領域は RNA 結合モ
チーフとして知られる RGG ボックスとの類似性が認められ、およそ 120 アミノ





lig mRNA の局在を知るために in situ ハイブリダイゼーションを行った研究に
おいては、lig mRNA の発現が、3 齢幼虫期の脳と腹側神経節（ventral ganglion）、
胚等で検出されている[9]。また、神経系のみならず、3 齢幼虫期の各成虫原基
（imaginal disc）すなわち複眼触角原基（eye-antennal disc）、肢原基（leg disc）、
翅原基（wing disc）、および生殖腺（gonad）において lig mRNA の発現が認めら




ク質が発現していた（榊原泰史、2005）[14]。抗 Lig 抗体を用いて Lig タンパク
質の神経細胞内での局在を調べた結果、核ではなく細胞質が染色された








アリルである ligPP1 ホモ接合体の 3 齢幼虫の中枢神経系を用いて抗 Lig 抗体で染
色した場合には、Lig タンパク質の発現は認められなかった（Kuniyoshi et al., 
2002）[9]。この抗体は Lig-A タンパク質と Lig-B タンパク質に共通のアミノ末端
側を認識するので、ligPP1 ホモ接合体においては、いずれの Lig タンパク質も発
現していないと考えられる。ligPP1 ホモ接合体は蛹期の初期で致死となり、また









列細胞に多く発現している Orb（oo18 RNA-binding）タンパク質が、Lig タンパ
ク質と相互作用を示すことが報告された（Costa et al., 2005）[15]。 
 先行研究においては、野生型のメスの卵巣から採取したタンパク質抽出液を用
いて抗 Orb 抗体で免疫沈降を行ったところ、相互作用を示すと考えられるタン
パク質が幾つか検出された。それらの 1 つが、本研究で取り上げる Lig タンパク
質である。また Orb と共沈するものには、dFMR（Drosophila fragile-X Mental 
Retardation protein）タンパク質と、Rasputin タンパク質も含まれていた。 
Orb タンパク質は、翻訳調節因子である細胞内ポリアデニル化配列結合タンパ
ク質（cytoplasmic polyadenylation element binding protein; CPEB）の 1 つで、RNA
認識モチーフ（RRM）を有しており、発生途上の卵母細胞において母性 mRNA
の局在化、および翻訳制御に関与している（Lantz et al., 1992; Lantz et al., 1994; 





る oskar mRNA、さらに背腹軸決定因子である gurken mRNA の局在化、並びに
翻訳に必須であることが報告されている（Chang et al., 1999; Chang et al., 2001; 
Castagnetti and Ephrussi, 2003）[21-23]。 
dFMR タンパク質は、ヒトの遺伝性精神遅滞である脆弱Ｘ症候群（fragile-X 
syndrome）の原因遺伝子である fmr1（fragile-X mental retardation 1）遺伝子のシ
ョウジョウバエにおける相同遺伝子、dfmr1 遺伝子によってコードされている
RNA 結合タンパク質である（Wan et al., 2000; Zhang et al., 2001; Dockendorff et al., 
2002; Inoue et al., 2002; Morales et al., 2002; Siomi et al., 2002; Lee et al., 2003; Zhang 
and Broadie, 2005）[24-31]。KH ドメイン、RGG ボックスなどの RNA 結合ドメ
インがあり、翻訳抑制因子としての機能を有し（Wan et al., 2000）[24]、またマ
イクロ RNA（micro RNA）との相互作用、および RNA 干渉の経路との関係につ





が見出されている（Zhang et al., 2001; Dockendorff et al., 2002; Lee et al., 2003; Pan 
et al., 2004）[25,26,30,34]。さらに、精子形成の不全についても報告がある[35]。 
 Rasputin タンパク質は、哺乳類 G3BP（RasGAP SH3 binding protein）のホモロ
グである。G3BP シグナル伝達系で調節的役割を果たす、ショウジョウバエでの
相同タンパク質である。Rasputin タンパク質は、Ras および RhoA の関わるシグ
ナル伝達系において特異的な機能を有すると考えられ、ショウジョウバエでは複
眼の形態形成の際にその機能が重要であると報告されている（Pazman et al., 
2000）[36]。Rasputin タンパク質も、RNA 認識モチーフ（RRM）を有している
ことから、RNA 結合能を有すると考えられている。 
 以上のように、タンパク質のドメインやモチーフ構造、とりわけ RGG ボック












電気刺激の組み合わせを連合させる、古典的条件付けの手法である（Quinn et al., 






練後 1 日から数日で消失する。長期記憶は 24 時間以上保持されて、少なくとも












子が今までに数多く発見されている（Keene and Waddell, 2007）[42]。 
 匂いと電気刺激による古典的条件付け以外にも、ショウジョウバエの記憶を定
量化する方法はある。例えば、場所と熱刺激による条件付け（Putz and 






（Siegel and Hall, 1979）[43]。キイロショウジョウバエのメスはオスと交尾した
直後から、オスの求愛を抑制する嫌悪（aversive）フェロモンを放出するように










すことにより発見された dunce、rutabaga および amnesiac 変異体は、求愛条件付
けにおいても同様に記憶異常を示すことが報告されている（Siegel and Hall, 1979; 
Gailey et al., 1984; Ejimia et al., 2005）[43,45,46]。求愛条件付けでは訓練の持続時
間を変えることで、短期記憶（Siegel and Hall, 1979）[43]または長期記憶（Tully 
et al., 1994; McBride et al., 1999）[39,47]を形成させることができる。訓練時に既
交尾メスの代わりに断頭した処女メスを用いた研究からは、メスの性フェロモン
が CS として、交尾の失敗という経験自体が US として機能していることが示唆



















た可塑性に関与する物質などがこのシナプスタグに捕捉される（Redondo et al., 
2011）[67]。このシナプスタグの構成要素の実体として有力な候補のひとつが、
Orb2 である。上述した Orb タンパク質と同じく CPEB タンパク質ファミリーに
属する Orb2 タンパク質は、ショウジョウバエの長期記憶形成に必要であること
が近年報告されている（Keleman et al., 2007）[50]。Orb2 タンパク質は、Orb と
同様に RNA 結合モチーフ（RRM）を有していて、それを通じて mRNA の翻訳
開始を制御しているが、グルタミンに富む Q-rich 配列な配列である prion 様ドメ
インも有している。この prion 様ドメインが、シナプスの可塑的変化の維持に重
要な役割を果たすとする仮説が、まず Aplysia の Orb2 相同分子である CPEB3 に
おいて提起された。すなわち長期記憶形成にはこの prion 様ドメインが重要で、
prion のように非活性型から活性型に変化する（Si et al., 2003; Si et al., 2003; Si et 
al., 2010）[54-56]。長期増強を受けたシナプスにおいては、Orb2 が活性型 prion
状態へと変化し多量体化し、それまで抑制していた mRNA の翻訳抑制が解除さ
れると考えられている。Orb2 はこのように prion 状態になることによって、通常
のタンパク質のライフサイクルを超え、永続的な特定シナプスの長期的変化を実
現していると予想されている（Majumdar et al., 2012）[68]。Orb2 タンパク質は免
疫組織学的実験によりキイロショウジョウバエの成体においては神経系全体に分
布していることが知られている（Majumdar et al., 2012; Krüttner et al., 2012; Hafer 
et al., 2011）[68-70]。そして、求愛条件付けを用いた連合学習により長期記憶が
形成されるためには、「訓練」中あるいは「訓練」直後に脳、特にキノコ体 γ 葉
で発現していることが必要であると報告されている（Keleman et al., 2007）[50]。
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Orb2 タンパク質と同じタンパク質サブファミリーに属するマウス CPEB3 は、脳
に発現し、シナプス後膜の樹状突起に局在して、AMPA 型グルタミン酸受容体
である GluR2 のレベルを調節していると報告されている（Huang et al., 2006）
[52]。 
上述の通り、Orb タンパク質と Lig タンパク質の相互作用は報告されているが、
Orb2 と Lig タンパク質との相互作用は明らかにされていない。Lig タンパク質と
Orb2 タンパク質の発現パターンの類似性に加え、両者とも RNA の制御に関与し
ていることが示唆されていることなどから、Lig タンパク質が Orb2 タンパク質
とも相互作用している可能性は高く、また、Lig タンパク質が記憶形成において
何かしらの役割を果たしている可能性が高いと考えた。近年、dfmr1 と orb2 の
遺伝的相互作用が報告されている（Cziko et al., 2009）[53]ことからも、Lig タン
パク質と Orb2 タンパク質の関わりが示唆される。また、脳内の特定の細胞で
orb をノックダウンすると長期記憶形成が障害される（Pai et al., 2013）[71]こと
が示され、このことからも Orb と相互作用する Lig が記憶形成に関わっているこ
とが推察される。 
そこで、本研究においては Lig タンパク質と Orb2 タンパク質の相互作用を明
らかにし、Lig の記憶形成における役割を解明することを目指した。求愛条件付
けを用いた行動レベルの実験により、lig は orb2 に対してある条件下では抑制的
に働くことを示唆する遺伝的相互作用が観察された。そして、免疫組織化学的実
験により Lig タンパク質と Orb2 タンパク質は神経系の広範囲の細胞において共
発現していることがわかった。更に、培養細胞を用いた共免疫沈降法により、















 今回の実験に使用した系統のうち、lig 変異体、および lig 遺伝子導入系統であ
る Glig 個体は、国吉久人博士（広島大学、日本。山元研究室元研究員）から譲
与を受けた（Kuniyoshi et al., 2002; Kuniyoshi et al., 2003）[9,13]。orb2BG02372 は、
Bloomington Stock Center から入手した。 
全ての系統は、室温（25℃）で飼育、継代維持された。野生型の系統には
Canton-S（CS）を使用した。求愛条件付けに使用する個体は全て、羽化直後から
4 時間以内に CO2 麻酔下でオス、メスを分別後、えさ入りの小バイアル（1.4cm 




件付けにおいて既交尾メス（CS）として使用した（McBride et al., 1999）[47]。 
 求愛条件付けで使用するオスは、羽化後 1 個体ずつ飼育した。既交尾メス作成
に使用するオス（CS）は約 15 個体を 1 つの小バイアルで飼育した。処女メス





図 4A に示すように、学習測定の場合オス 1 匹と既交尾メス（CS）1 匹を観察









本実験では死亡メスを使用した。長期記憶を測定する場合（図 4A） 、オス 1 匹
と既交尾メス 1 匹をえさ入りの小バイアルに入れ 10 時間放置した後、そのオス





深さ 3mm、体積約 0.15cm3のアクリルチャンバーを使用した。 
 テストの全期間にあたる 10 分間にわたり、オスの行動をカメラで撮影し、録
画した。その映像を解析し、求愛指数（Courtship Index: CI）を算出した。求愛指




 学習・記憶指数（Learning Index: LI）は、「訓練なし」のオスのテスト時の求
愛指数の平均値から「訓練あり」のオスの求愛指数を引いたものを、「訓練な
し」のオスのテスト時の求愛指数の平均値で割ったものである。学習・記憶指数
の値が 0（LI = 0）であれば、長期記憶が検出されなかったことを意味する（図 
4B）。lig、orb2 変異の長期記憶形成への影響の有無は、野生型オスと各変異体オ
スの記憶指数の間に有意な差が見られるか否かにより判断した。 
 2 群間の有意差検定には、Mann-Whitney U-test、多群間の有意差検定には
Steel-Dwass test を使用し、有意差は *p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001、として
示した。図中の縦棒はテスト時における求愛指数または学習・記憶指数の平均値
を示し、エラーバーは標準誤差を示している（Mean ± SEM）。テストはすべて温







 飼育バイアルから羽化後 5～6 日後の成虫オスを取り出し、CO2 で麻酔したの
ち、PBS を入れた解剖皿に移した。この解剖皿中でピンセットを用いて脳を摘
出 後 、 取 り 出 し た 脳 を 1.5ml チ ュ ー ブ へ 移 し 、 4%PFA 溶 液 （ 4% 
paraformaldehyde in PBS）を加え、90 分間氷上で固定した。固定した組織を PBT
（.3% TritonX-100 in PBS）3 回洗浄した後、ブロッキング溶液（10% normal goat 
serum / in PBT）を加えて室温で１時間おきブロッキングした。ブロッキング後、
ブロッキング溶液で希釈した１次抗体と、４℃で 1 日間反応させた後、PBT で 3
回洗浄した。次にブロッキング溶液で希釈した２次抗体と４℃で 1 日間反応させ
た後、PBT で 3 回洗浄した。さらに、退色防止封入剤（Vectashield, Vector 
Laboratories）に置き換えて包埋し、プレパラートに移して LSM510 META 共焦
点レーザースキャン顕微鏡（Carl Zeiss）で観察した。用いた 1 次抗体、2 次抗体
の種類およびその希釈率は以下の通りである。ウサギ抗 Lig-N 抗体 (1:100, 東北
大学・榊原泰史氏より譲渡)、マウス抗 Orb2 2D11 抗体(1:1, DSHB)。ヤギ抗マウ
ス IgG 抗体 AlexaFluor488 標識（1:200, Invitrogen)、ヤギ抗ウサギ IgG 抗体





 培養細胞中で Orb2 タンパク質を発現させるため、Orb2 タンパク質の N 末端
にエピトープタグを付加した融合タンパク質を発現させるプラスミドを作成した。
まず、PCR 法を用いて Orb2B タンパク質コード領域の 5’末端に FLAG エピトー









 キイロショウジョウバエ S2 細胞は、27℃で培養した。培養液には Schneider’s 




1.6×107cells の S2 細胞を入れ、培養皿 1 枚につき、DNA 4.2μg、BufferEC 
591.6μl 、Enhancer 33.6μl、effecten transfection reagent 105μl の混合液を加えた後、
27℃で 24 時間培養した。培養後、cell scraper により培養皿から剥がした細胞を






-70℃で保存していた S2 細胞を、Harlow buffer (50mM HEPES pH 7.5, 300mM 
NaCl, 0.2% NP-40, 10mM NaF, 0.2mM EDTA, Protease inhibitor (Complete Mini, 
EDTA-free, Roche))に入れ、 4℃で 30 分間転倒混和後、15000rpm で 10 分間、
4℃で遠心した。タンパク質上清を新しいチューブに移し、NaCl が終濃度
175mM となるように、NaCl を含まない Harlow buffer を加え、さらに免疫沈降さ
せるためのウサギ抗 FLAG 抗体（F7425, SIGMA）を加え 4℃で 30 分間転倒混和
した。次に、予め 175mM NaCl の Harlow buffer で平衡化した Dynabeads Protein 
G（Life technologies)を磁石付きチューブ置き（DynaMag-2, Invitrogen）を用いて、
Dynabeads Protein G とそれに結合したウサギ抗 FLAG 抗体、および FLAG-
Orb2B タンパク質複合体を沈殿させ、さらに 175mM NaCl の Harlow buffer で 3
回洗浄した。 洗浄後、沈殿物に SDA-PAGE 用の sample buffer（Wako）を加えて
100℃で３分間煮沸し、15000rpm で 5 分間遠心し、その上清を用いて SDS-PAGE
を行った。SDS-PAGE のゲルは、7.5％プレキャストゲル e-PAGEL7.5（ATTO)を
使用し、20mA 定電流で約 90 分間泳動した。泳動終了後、ゲル中のタンパク質
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を PVDF メンブレン  (iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, Invitrogen)に iBlot
（Invitrogen)を用いてブロッティングした。 
 ブロッティング終了後、メンブレンを PBST (0.05% Tween 20 in PBS)で 3 回洗
浄した後、5% スキムミルク（Difco Skim Milk, BD）/PBST 中に移し室温で 30 分
間、穏やかに振とうしブロッキングを行った。ブロッキング終了後、メンブレン
を 5% スキムミルク/PBST で希釈した 1 次抗体中に移し室温で 2 時間振とうした
後、PBST で 3 回洗浄し、次に 5% スキムミルク/PBST で希釈した２次抗体中に
移して室温で 1 時間振とうし、PBST で 3 回洗浄した。洗浄後、ECL Plus western 
blotting detection system (GE Healthcare Bioscience)を用いてメンブレン上の特定タ
ンパク質を化学発光させ、そのシグナルを LAS-4000 ルミノイメージアナライザ
ー(GE Healthcare)で検出した。本研究で用いた 1 次抗体、２次抗体、およびその
希釈率は以下の通りである。マウス抗 LigA-C 抗体 (1:3000, 国吉博士からの譲与
（Kuniyoshi et al., 2002）[9])、マウス抗 FLAG M2 抗体 (1:1000, SIGMA)、マウス
抗 α-Tubulin 抗体(1:2000, Sigma)。ヤギ抗マウス IgG 抗体 HRP 標識（1:3000, 


















メス一匹をえさ入りの小バイアルに入れ 10 時間放置した（訓練）後、0 日（訓
練直後）、1 日（24 時間）、3 日（72 時間）の遅延時間を置いてテストを行った。
テストでは、そのオスが殺された処女メスに対しどの程度求愛行動を行うかを
10 分間観察した（テスト）。いずれの遅延時間においても、訓練したオスの求愛
指数は訓練なしの場合と比べて有意に減少していた（p < 0.05、U-test）（図 5A）。
さらに、いずれの間隔においても学習・記憶指数の平均値はおよそ 0.5 であった
ので、訓練後 1 日から 3 日の間は求愛条件付けの記憶が保持されていることがわ
かった（図 5B）。一般的に、ショウジョウバエの長期記憶は訓練 1 日後には成立
しており、さらに 9 日以上持続することが報告されているので（McBride et al., 
1999）[47]、本研究では訓練終了からテストまでの間隔を 1 日開けておけば長期
記憶の測定に十分であると判断し、本研究では今後長期記憶を測定する場合は訓











子の第 1 エクソンと第 2 エクソンの間に P 因子（GT1）が挿入した変異であり




たところ、野生型と orb2BG02372 ホモ接合体の間に有意な差は見られなかった（p 
= 0.94、U-test）（図 6B）。 
一方、野生型のオスと orb2BG02372ホモ接合体オスの求愛を訓練 1 日後に調べた
ところ、野生型では訓練なしに比べて訓練ありの求愛指数が有意に低下していた
が（図 6C）、orb2BG02372 ホモ接合体オスでは訓練ありと訓練なしの間で有意な差
は検出されなかった（p = 0.3504、U-test）（図 6C）。そこで両者のオスの学習・
記憶指数を比較したところ、orb2BG02372 ホモ接合体の学習・記憶指数は野生型オ
スの学習・記憶指数よりも有意に低下していた（p = 0.04、U-test）（図 6D）。以
上の結果から、orb2BG02372 ホモ接合体は求愛条件付けにおいて正常に学習し、一
方、長期記憶は低下していることがわかった。この結果は、別の orb2 変異アリ








たため、lig 変異体の学習、および長期記憶を調べた（図 7）。ligP 変異体では、
LigA タンパク質発現が減少していることがこれまでの研究で明らかになってい
る（Kuniyoshi et al., 2002）[9]。訓練ありと訓練なしのオスの求愛指数を比較し
たところ、野生型、ligP 変異体ともに訓練したオスの求愛指数が有意に減少して
いた（図 7A）。次に、両者の学習・記憶指数を比較したところ、野生型と ligP変
異体の間では有意な差は見られなかった（p = 0.576、図 7B）。 


























有意に減少していた（p = 0.003、図 8B）。つまり、orb2BG02372 ヘテロ接合体でも
orb2BG02372ホモ接合体と同様に長期記憶が低下していることがわかった。 
次に、ligP と orb2BG02372 の二重ヘテロ接合体の求愛指数を調べたところ、訓練
なしと比較して訓練ありのオスの求愛指数は有意に減少していた（図 8A）。さら
に、ligP と orb2BG02372 の二重ヘテロ接合体の学習・記憶指数を野生型と比較した



















定した（図 9）。なお、Glig コンストラクトは lig 遺伝子の最も 5’側にあるエクソ
ンの上流 0.3kb から最も 3’側にあるエクソンの下流 1.0kb までのゲノム配列を含
むコンストラクトである（Kuniyoshi et al., 2002）[9]。Glig/+ オスの求愛指数を
測定したところ、訓練ありと訓練なしのオスの求愛指数はわずかに有意差があっ
たが（p = 0.048、図 9A）、訓練後の求愛指数の低下の程度は、野生型ほど強くは
なかった（p = 8.6×10-8、図 9A）。次に、Glig/+ オスの学習・記憶指数を野生型
と比較したところ、Glig/+ オスの学習・記憶指数は野生型に比べ有意に減少し




3－6．オス脳内で Lig タンパク質と Orb2 タンパク質は共発現している 
 




ある。そこでまず Lig タンパク質と Orb2 タンパク質の脳内での発現パターン、
および両タンパク質が同じ細胞で発現しているか調べるために、野生型のオス成
虫脳をそれぞれの特異的抗体を用い、二重免疫染色を行った（図 10）。本研究で
用いた抗 Orb2 モノクローナル抗体は Orb2A と Orb2B の両アイソフォームに共
通の RRM ドメインを含む配列を認識する。免疫染色の結果は、脳のほとんど全
ての細胞に Orb2 が発現していることを示している（図 10A, C, D, E, F）。一方、
本研究で用いた抗 Lig 抗体は、LigA と LigB に共通するアミノ末端配列を認識し
ている。同様に免疫染色の結果は、脳のほぼ全ての細胞に Lig タンパク質が発現
していることを示している（図 10A’, C’, D’, E’, F’）。実際、Orb2 タンパク質と
Lig タンパク質は脳内の多くの細胞の細胞体で共発現しており（図 10A’’, C’’, D’’, 




3－7．Lig タンパク質は Orb2 タンパク質と細胞中に複合体を形成する 
 
 抗 Orb2 抗体、抗 Lig 抗体を使った脳の免疫染色から、Orb2 タンパク質と Lig
タンパク質が脳内の多数の細胞に共発現することが明らかになったので、次に両
タンパク質が細胞中で複合体を形成している可能性を検討するため、ショウジョ
ウバエ由来の培養細胞、S2 を用いた共免疫沈降実験を行った（図 11、図 12）。 
S2 細胞内に FLAG-Orb2B を強制発現し、その細胞抽出液を用いて抗 FLAG 抗
体によって FLAG-Orb2B タンパク質の免疫沈降を行い、LigA タンパク質が共免
疫沈降しているかを調べた。まず抗 FLAG 抗体でウェスタンブロッティングを
行った結果、期待通りに FLAG-Orb2B と思われるものが沈降していることが認
められた（図 12）。この FLAG-Orb2B と予想されるバンドは、FLAG-Orb2B を強
制発現させない空ベクターpAc5.1（mock）を用いた場合、あるいは非特異的抗
体（rabbit IgG）で免疫沈降を行った場合には検出されなかった（図 12）。 
次に抗 Lig 抗体でウェスタンブロッティングを行った結果、FLAG-Orb2 と共





れなかった（図 12）。したがって、S2 細胞中で FLAG-Orb2B と LigA が特異的に
複合体を形成していることが明らかになった。しかし本実験の結果からは、Lig





第 4章 考察 
 
 
4－1．長期記憶形成過程における Lig および Orb2 タンパク質の機能 
 
 ショウジョウバエオスの求愛条件付けによって形成される長期記憶に orb2 が
必要であることは、先行研究によって明らかにされている（Keleman et al., 2007; 
Majumdar et al., 2012; Krüttner et al., 2012）[50,68,69]。本研究でも、orb2 の機能低
下型アリルである orb2BG02372 のホモ接合オスを用いて、学習（訓練直後の記憶）
は正常でありながら長期記憶が低下することが認められた（図 6）。 
一方、lig の機能低下型アリル ligP についてホモ接合のオスでは、学習、長期
記憶は共に正常であることがわかった（図 7）。しかし、ligPと orb2BG02372の二重




















lig が orb2 に拮抗的な役割を持っているならば、正常型 lig（lig+）の過剰発現
によって長期記憶形成が抑制されることが予測された。そこで実際に、野生型の
lig 遺伝子のゲノム配列からなる Glig コンストラクトを導入した個体で長期記憶




 本研究ではまた、Lig と Orb2 発現を調べ、脳内の多くの細胞で両タンパク質
が共発現していることが明らかになった（図 10）。今後、脳の中のどの細胞での
Lig および Orb2 の発現が長期記憶に重要であるかを明らかにすることが重要で
ある。 
本研究ではさらに、Lig－Orb が複合体を形成しているのと同様に、Lig タンパ
ク質のアイソフォームの 1 つである LigA が、Orb2B と同じ複合体に含まれるこ
とがわかった（図 11）。この両者が直接結合しているのか、あるいは他のタンパ
ク質や mRNA がそれを仲介しているか未だ不明である。今後はこれらの疑問を
解決することを通じ、Lig がどのような分子メカニズムによって Orb2 の長期記
憶形成機能を調節しているか明らかにする必要がある。 
 Orb2 に関するこれまでの研究で、長期記憶が形成されるためには、訓練中あ
るいは訓練直後に脳のキノコ体 γ 葉で Orb2 が発現していることが必要であると
報告されている（Keleman et al., 2007）[50]。また、Orb2 タンパク質中に存在す
る Q-rich 領域という、グルタミン酸に富むアミノ酸配列がプリオンタンパク質
のように多量体形成を導き、この構造変化が長期記憶形成において重要な役割を
果たすと推論されている（Keleman et al., 2007; Si et al., 2010; Majumdar et al., 
2012; Krüttner et al., 2012）[50,56,68,69]。すなわち、Orb2 が長期記憶形成に果た
す具体的なメカニズムとして以下の仮説が提唱されている。1）長期記憶形成に
重要なシナプス後膜の反復的脱分極をきかっけに Orb2A がプリオンタンパク質







 一方、Lig タンパク質は、初代培養神経細胞中で dFMR と共に神経突起に沿っ
て顆粒状に局在しているのが知られている（榊原泰史、2005）[14]。また、
Baumgartner 博士らの研究（Baumgartner et al., 2013）[74]によれば Lig タンパク
質が S2 細胞中で dFMR、Rasputin と共局在することがわかり、Lig タンパク質が
P-body の構成要因として mRNA の安定化や局所的翻訳の調節をしていると考え
られた。P-body とは、細胞質に特徴的にみられる粒子様の構造で、RNA-タンパ
ク質複合体がそこに凝集して多くの RNA の代謝の場となっている。例えば、
polyA 鎖短縮にともなう mRNA 分解や、マイクロ RNA 依存的な RNA サイレン
シングなどが P-body で起きると考えられている。したがって、Lig が Orb2 に拮
抗的に働いているとすれば、Lig は mRNA の分解や翻訳抑制を介して Orb2 によ
るシナプスでの局所的翻訳に作用することが予想される。RNG105（RNA granule 
protein 105）というタンパク質はマウスの海馬神経細胞に発現し、通常は mRNA
の翻訳を抑制しているが、脳由来神経栄養因子（ BDNF; Brain-derived 
neurotrophic factor）を作用させるとこのタンパク質が mRNA から解離し、その
結果 mRNA の局所的翻訳が起こる（Shiina et al., 2005; Shiina et al., 2010）[61,62]。
このように、Lig も mRNA に結合している間は標的 mRNA の翻訳を抑制し、解
離によって抑制を解除するという可能性がある。この考えに基づけば、Glig コ
ンストラクトを導入して Lig タンパク質を過剰発現させた Glig/+の個体では、シ
ナプス局所的な mRNA の翻訳が過度に抑制されたため、長期記憶が低下したと
解釈することができる。また、Lig が局所的翻訳を抑制しているという可能性は、





①Lig は UBA ドメインを介して Orb2 のユビキチン化を制御し、Orb2 の活性を
調節している。②Lig は UBA ドメインとユビキチンの相互作用により局所的な
タンパク質分解を促進する。③Lig は局所的な RNA サイレンシングを促進する。 




告がある（Pavlopoulos et al., 2008） [75]。Neuralized のマウスホモログの
Neuralized1 は、Orb2 のホモログである CPEB3 をモノユビキチン化し、それによ
り CPEB3 が活性化され、長期記憶が形成されると考えられている（Pavlopoulos 
et al., 2011）[76]。したがって、ショウジョウバエでも Orb2 が Neuralized によっ
てユビキチン化されている可能性もあり、Orb2 の複合体形成のパートナーであ







節していると考えられている（Huang et al., 2012）[73]。Lig も UBA ドメインの
機能によってユビキチン―プロテアソーム分解経路に寄与し、タンパク質の局所
的分解を促進している可能性が考えられる。 
③に関する知見として近年、UBA ドメインを持つ GW182 タンパク質が
piRNA 経路において重要な役割を果たし、small RNA によるゲノム中のトランス
ポゾンの発現抑制に寄与するとの報告がある（Tritschler et al., 2010; Liu et al., 
2005; Eulalio et al., 2009; Fukaya and Tomari, 2012）[78-81]。Lig も同様にして、長
期記憶形成に必要な mRNA を細胞の局所においてサイレンシングしている可能
















Rasputin タンパク質は哺乳類 G3BP（RasGAP SH3 binding protein）の相同タン
パク質であり、RNA 認識モチーフ（RRM）を有し、Ras および RhoA の関わる
シグナル伝達系において特異的な機能を有すると考えられている。榊原らの研究
（榊原泰史、2005）[14]によると、Rasputin は幼虫の複眼触角原基、特に光受容
細胞の細胞質において Lig と共発現を示しており、rasputin1 変異体で観察される
光受容細胞の軸索投射パターン異常が、ligP のヘテロ接合となることによって回
復する。つまり、lig が rasputin に対して拮抗的な働きを持つことが示された
（榊原泰史、2005）[14]。また、最近報告された研究によると、rasputin は lig と
遺伝的相互作用を示し、タンパク質レベルで直接結合することも報告されている
（Baumgartner et al., 2013）[74]。したがって、長期記憶形成に関しても raputin
は lig に対して拮抗的に働く可能性がある。 
Orb タンパク質は、Orb2 と同じ CPEB ファミリーに属する翻訳調節因子で
RNA 認識モチーフ（RRM）を有しており、発生途上の卵母細胞において母性
mRNA の局在化、および翻訳制御に関与している（Chang et al., 1999; Chang et al., 
2001; Castagnetti and Ephrussi, 2003）[21-23]。過去の研究によれば、Orb タンパク
質は、卵巣において Lig タンパク質と共発現している（榊原泰史、2005）[14]。




れている（Pai et al., 2013）[71]。Orb は、卵巣と比べると少量ではあるが脳内で
も発現しているおり（Pai et al., 2013）[71]、その少量の Orb が Lig、Orb2、との
相互作用を介して長期記憶に関与している可能性がある。 
 dfmr1 は、ヒトの遺伝性精神遅滞である脆弱Ｘ症候群（fragile-X syndrome）の




RNA 干渉の経路で重要な役割を果たしている（Caudy et al., 2002; Ishizuka et al., 
2002）[32,33]。dfmr1 変異体ではシナプスでのタンパク質合成が過剰となり、匂
いと電気ショックの連合学習により形成される長期記憶が低下すると報告されて
いる（Bolduc et al., 2008）[63]。また、榊原らの研究（榊原泰史、2005）[14]によ
ると Lig タンパク質と dFMR タンパク質は中枢神経系の多くの細胞で共発現し、
初代培養神経細胞の細胞内での共局在も見られた。さらに、dfmr1 変異体によっ
て低下した登上行動が lig の機能を低減させることにより増強された。以上のこ
とは、dfmr1 が lig と相乗的に作用し、局所的 mRNA の翻訳を抑制した結果であ
る可能性を示唆している。また最近では、orb2 が dfmr1 に対して抑制的な遺伝
的相互作用を示すことも報告されている（Cziko et al., 2009）[53]ため、orb2 によ






 本研究から、i) 求愛条件付けによって形成される長期記憶において lig が orb2
に対して抑制的に働いていること、ii) Lig と Orb2 が脳の多くの細胞で共発現を





領域で発現を誘導できる GAL4 コンストラクトと、UAS-ligRNAi または UAS-







の RGG-box like アルギニン／グリシンのリッチ領域が果たして mRNA に実際に
結合しているのか、結合しているとすれば mRNA はどの遺伝子由来か、さらに
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遺伝子がコードする2タイプのLigタンパク質の構造を示している。 は、UBA domainを、 はRGG box-like Arginine/Glycine rich region を示し
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Dm : Drosophila melanogaster
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に富む Q-rich regionを、 はRNA結合ドメイン(RRM) を、 はZinc finger モチーフを示している。
1kb


























刺激（conditioned stimulus: CS）、既交尾メスのみが交尾拒否に伴って放出する嫌悪フェロモンは無条件刺激（unconditioned stimulus: US）として


















































(11) (11) (34) (31) (21) (21)
訓練後 0日 1日 3日訓練後
*** ***
（A) 訓練終了からテストまでの遅延期間（訓練後）を、0日(訓練直後)、1日(24時間)、3日（72時間）として野生型の長期記憶を測定した。 いず
れの条件においても、訓練なしのオスの求愛指数と比較して訓練ありのオスの求愛指数は有意に低かった。 Mean ± SEM、 U-test. *p < 0.05,
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指数を比較したところ、野生型と比較してorb2BG02372ホモ接合体の学習・記憶指数が有意に減少していた(p = 0.035)(D)。 Mean ± SEM、 U-test.
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(C,D) 訓練1日後、野生型と ligP ホモ接合変異体は共に訓練によってオスの求愛指数が有意に低下した(C)。さらに両者の学習・記憶指数を比
較したところ、野生型と ligP ホモ接合変異体の間に有意な差が検出されなかった（p = 0.508）(D)。 以上の結果はligが学習と長期記憶に必須
























































意な差は検出されなかった（p = 0.83）。 一方、orb2BG02373ヘテロ接合体の学習・記憶指数は野生型と比較して有意に減少していた。しかし、 ligPと
orb2BG02372の二重ヘテロ接合体オスの学習・記憶指数を野生型と比較した場合、有意な差が検出されなかった(p = 0.13)。以上の結果は長期記憶形
成においてligP変異とorb2BG02372変異の間に遺伝学的相互作用があることを示唆している。 Mean ± SEM、Mann-Whitney U-test or Steel-Dwass test.






















(B) Glig/+ 個体の学習・記憶指数を野生型の学習・記憶指数と比較したところ、 Glig/+ 個体の学習・記憶指数は有意に低下した。 Mean
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LigA
α-Tubulin
FLAG-Orb2B
図12 共免疫沈降法によるLigとOrb2の物理的相互作用の検出
S2細胞内で目的の遺伝子を発現させるベクターDNAであるpAc5.1のみで形質転換した細胞抽出液、もしくはFLAGタグ配列を付加された
Orb2タンパク質のコーディング配列を組み込んだpAc5.1-FLAG-Orb2Bで形質転換した細胞抽出液を用いている。インプットのレーンには
免疫沈降前の細胞抽出液を、それ以外のレーンには免疫沈降後の沈降物を、SDS-PAGEで泳動している。抗FLAG抗体、抗LigA-C抗体を用
いたウェスタンブロッティングによりFLAG-Orb2B(75kd)、LigA(150kd)をそれぞれ検出している。インプットのレーンには免疫沈降に用
いた細胞抽出液の量の0.5%を泳動している。抗FLAG抗体によって共沈降されたLigのバンドをインプットのバンドと比較したところ、共
沈降の効率はおよそ0.1%と考えられた。免疫沈降に、非特異的抗体であるrabbit IgGを用いた場合はFLAG-Orb2、LigAどちらも検出されな
かった。各レーンで用いた細胞抽出液の量に差がないことを確認するためのローディングコントロールとしてα-Tubulinを用いた。
WB with anti-FLAG
WB with anti-LigA-C
WB with anti-α-Tubulin
250kd
150
100
75
